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(57) Abstract: The invention 
concerns a suspension of particles 
as carriers (PV) for active principles 
oof o^^^^-o--^^ (PA). Said vector particles (PV) are 

\ / based on polyamino acids (PAA). 

I y They have a mean hydrodynamic 

^ diameter (Dh) ranging between 

f 30 and 120 nm and have an 

insulin load factor (Ta) ranging 
between 5 and 25 % of associated 
| , , , , , , , , , insulin volume relative to the 
2on'ian -40 4 s » w 20 24 a 32 m 40 ** « 52 polyamino acid volume forming the 

carrier principles. The polyamino 
acids are double-block polymers 
comprising bydrophilic (AAI) and 
hydrophobic (AAO) monomers. 
The invention also concerns a solid 
powder substance from which are 
derived the carrier particles and the 
preparation of said solid powder 
substance and said suspension of 
carrier particles. Said preparation 
* -o consists in copolymerising N-car- 

boxy anhydrides of hydrophobic 
- 40 44 48 S3 monomers and precursors of 
50 nm Temptfbmns) hydrophilic monomers, in the 

~™ time (hours) presence of N-methyl pyrrolidone 

and methanol. The precursors of the hydrophilic monomers are then transformed into hydrophilic monomers by acid hydrolysis. 
Optionally the copolymer is neutralised, subjected to dialysis, concentrated and the water is eliminated Thus a solid powder 
substance or suspended carrier particles are produced. Active principles (such as insulin or vaccines) are associated with said 
carrier particles for preparing special pharmaceutical products. 

[Suite sur la page suivante] 
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(57) Abrege: L' invention concerne une suspension de particules de vectorisation (PV) de principes actifs (PA). Ces PV sont a base 
de polyaminoacides PAA. Elles ont un diametre hydrodynamique moyen Dh corapris entre 30 et 120 nm et presentent un taux de 
charge men t Ta avec Tinsuline compris entre 5 et 25 % de masse d'insuline associee par rapport a la masse de PAA form ant les 
PV. Les PAA sont des copolymeres diblocs comprenant des monomeres hydrophiles AAI et hydrophobes AAO. V invention vise, 
^galement, un solide pulverulent a partir duquel sont issues les PV ainsi que la preparation de ce sobde et de cette suspension de PV. 
Cette preparation consiste a copolymeriser les N-Carboxy Anhydrides d' AAO et de precurseurs d* AAI, en presence de N-me'thylpyr- 
rolidone et de methanol On transforme ensuite des precurseurs d' AAI en AAI par hydrolyse acide. Eventuellement, on neutralise, 
on dialyse, on concenre et on elimine 1'eauL On produit ainsi un solide pulverulent ou des PV en suspension. On associe des PA 
(comme l'insuline ou des vaccins) a ces PV et on prepare des specialit^s pharmaceutiques . 
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SUSPENSION COLLOIDALE DE PARTICULES SUBMICRONIQUES DE 
VECTORISATION DE PRINCIPES ACTIFS ET LEUR MODE DE 

PREPARATION 

5 DOMAINE TECHNIQUE 

Le domaine de la presente invention est celui des Particules de Vectorisation (PV), 
utiles pour T administration de principes actifs (PA). Ces derniers sont, de preference, 
des medicaments ou des nutriments pour 1' administration a un organisme animal ou 
humain par voie orale ou nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 

10 intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebral, parenteral, etc... Mais 
il peut s'agir aussi de produits cosmetiques ou de produits phytosanitaires, tels que des 
herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc. En terme de nature 
chimique, les PA plus particulierement, mais non limitativement, concernes par 
I' invention sont, par exemple, des proteines, des glycoproteins, des peptides, des 

15 polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides, des polynucleides et 
des molecules organiques. 

La presente invention concerne, plus precisement, des suspensions colloi'dales de 
Particules de Vectorisation, avantageusement de type submicronique, a base de 
polyaminoacides (PAA). La presente invention vise aussi bien des particules nues en 
20 tant que telles, que les systemes de vecteurs de PA , constitues par les particules 
chargees par le (ou les) PA considere(s). La presente invention a egalement trait a des 
solides pulverulents comprenant ces PV. L'invention conceme, egalement, des 
procedes de preparation desdites suspensions colloTdales de particules, avec ou sans 
PA. 

25 

ART ANTERIEUR 

L' encapsulation de PA dans les PV a notamment, pour but de modifier leur duree 
d' action et/ou de les acheminer au lieu du traitement et/ou augmenter la 
biodisponibilite desdits PA. De nombreuses techniques decapsulation ont deja ete 

30 proposees. De telles techniques visent, d'une part, a permettre le transport du PA 
jusqu'a son site d'action therapeutique, tout en le protegeant contre les agressions de 
Torganisme (hydrolyse, digestion enzymatique, etc.) et, d'autre part, a controler la 
liberation du PA sur son site d'action, afin de maintenir la quantite disponible pour 
Torganisme au niveau desire. Les PA concernes par ces avatars de transport et de 

35 sejour dans l'organisme sont, par exemple, des proteines mais peuvent etre, egalement, 
des produits tout autres, des molecules organiques d'origine synthetique ou naturelle. 



WO 01/37809 



PCT/FR00/02831 



9 



La revue de M.J. HUMPHREY (Delivery system for peptide Drugs, editee par S. 
DAVIS et L.ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), fait etat de la problematique 
concernant Amelioration de la biodisponibilite des PA et Pinteret des systemes de 
vectorisation et de liberation controlee. 
5 Parmi tous les materiaux envisageables pour former des PV , les polymeres sont de 
plus en plus utilises, du fait de leurs proprietes intrinseques. S'agissant du cahier des 
charges que Ton souhaite obtenir pour les PV, il est particulierement exigeant et 
comprend, notamment, les specifications suivantes . 

1 La premiere specification recherchee pour les PV serait que le polymere, 
10 constituant les PV soit biocompatible, eliminable (par excretion) et/ou 

biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non 
toxiques pour Torganisme. En outre, il conviendrait que la biodegradation 
dans l'organisme soit d'une duree suffisamment courte. 

2 Les PV auraient avantage a pouvoir former, sans Taide de solvant 
15 organique et/ou de tensioactif, une suspension aqueuse stable. 

3 II serait egalement souhaitable que les PV aient une taille suffisamment 
faible pour pouvoir subir, en suspension dans un liquide, une filtration 
sterilisante par un filtre dont le diametre des pores est inferieur ou egal a 
0,2 \im. 

20 4 II est souhaitable que les PV et les systemes PV-PA puissent etre obtenus 

par un procede non denaturant pour le PA. 

5 Les PV devraient, avantageusement, permettre de controler la vitesse de 
liberation du PA. 

6 Une autre specification importante serait que les systemes PV-PA 
25 puissent constituer d'excellents medicaments injectables. Cette aptitude 

amelioree de T administration par injection -e.g. intraveineuse ou 
intramusculaire- « injectabilite » se caracterise par : 

(i) un volume injecte reduit (pour une dose therapeutique donnee) 

(ii) une viscosite faible. 

30 Ces deux proprietes sont satisfaites lorsque la dose therapeutique de PA 

est associee a une quantite minimale de PV. En d'autres termes, les PV 
doivent avoir un fort taux de chargement en PA. 

7 Le cout propre aux PV dans une preparation injectable doit etre reduit et 
la encore il convient que les PV aient un fort taux de chargement en PA. 

35 En definitive, la fiable taille et un fort taux de chargement sont des 

specifications majeures recherchees pour les PV. 
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8 II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV 5 n'induise 
pas de reponse immunitaire. 

Les propositions techniques anterieures, decrites infra, ont tente de satisfaire 
l'ensemble de ces specifications. A titre d'illustration, on citera les propositions 
anterieures (a) a (h) : 

(a) Le brevet US-A-5 286 495 concerne un procede d'encapsulation par 
vaporisation de proteines en phase aqueuse, a 1'aide de materiaux ayant des 
charges opposees, a savoir : 1' alginate (charge negativement) et la polylysine 
(chargee positivement). Ce procede de fabrication permet de produire des 
particules de taille superierue a 35 jum. 

(b) Par ailleurs, les techniques d'emulsion sont couramment utilisees pour 
preparer des microparticules chargees de PA .Par exemple, les demandes de 
brevets WO 91/06286, WO 91/06287 et WO 89/08449 divulguent de telles 
techniques d'emulsion dans lesquelles on a recours a des solvants organiques 
pour solubiliser des polymeres, par exemple de type polylactique. Mais il s'est 
avere que les solvants peuvent etre denaturants, notamment pour les PA 
peptidiques ou polypeptidiques. 

(c) On connait, egalement, des PV biocompatibles appelees proteinoides, decrites 
des 1970 par X. FOX et K. DOSE dans « Molecular Evolution and the origin 
of Life » 5 Ed. Marcel DEKKER Inc (1977). Ainsi, la demande de brevet WO 
88/01213 propose un systeme a base d'un melange de polypeptides 
synthetiques, dont la solubilite depend du pH. Pour obtenir les microparticules 
matricielles selon cette invention, ils solubilisent le melange de polypeptides, 
puis avec un chahgement de pH, ils provoquent la precipitation de particules 
proteinoides. Lorsque la precipitation s'effectue en presence d'un PA, celui-ci 
est encapsule dans la particule. 

(d) On mentionnera egalement, pour memoire, le brevet US 4 351 337 qui releve 
d'un domaine different de celui de la vectorisation de PA propre a l'invention. 
Ce brevet divulgue des implants massiques fixes et localises a des endroits 
bien precis de l'organisme. Ces implants sont des tubes ou des capsules 
creuses de taille microscopiques (160 ^ et de longueur egale a 2 000 |im), 
constitues de copolymeres de copoly(aminoacides) - e.g. poly(acide 
glutamique-leucine) ou poly(benzylglutamate-leucine) - obtenus par 
copolymerisation de monomeres de N-carboxyanhydrides d'aminoacides 
(NCA). L'inclusion d'un PA s'opere par une technique ^evaporation de 
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solvant d'un melange de polymere et de PA. 
Le brevet US 4 450 150 appartient a la meme famille que le brevet US 
4 351 337 etudie ci-dessus et a essentiellement le meme objet. Les PAA 
constitutifs sont des poly(acide glutamique-ethylglutamate). 
5 (e) La demande de brevet PCT/FR WO 97/02810 divulgue une composition pour 

la liberation controlee de principes actifs, comprenant une pluralite de 
particules lamellaires d'un polymere biodegradable, au moins en partie 
cristallin (polymere d'acide lactique) et d'un PA absorbe sur lesdites 
particules. Dans ce cas, la liberation du principe actif s'opere par desorption. 
10 (f) La publication « CHEMISTRY LETTERS 1995, 707, AKIYOSHI ET AL» 

conceme la stabilisation d'insuline par complexation supramoleculaire avec 
des polysaccharides hydrophobises par greffage de cholesterol. 

(g) V article paru dans « MACROMOLECULES 1997, 30, 4013-4017 » decrit 
des copolymeres composes d'un bloc polypeptide a base de L-phenylalanine, 

15 de (-benzyl-L-glutamate ou de 0-(tetra-0-acetl-D-glucopyranosyl)-L-serine, 

et un bloc synthetique, tels que la poly(2-methyl-2-oxazoline) ou la poly(2- 
phenyl-2-oxazoline). Des polymeres s'agregent en milieu aqueux pour former 
des particules de 400 nm, capables de s'associer avec une enzyme, la lipase. 
La terme associee signifie ici que la proteine s'adsorbe sur la particule par un 

20 phenomene physique (pas de liaison covalente). 

(h) La demande de brevet FR 2 746 035 decrit notamment page 28 lignes 3 a 16, 
une suspension colloidale de microparticules gel composite obtenue a partir 
d'un polyaminoacide du type polypolyleucine/glutamate de sodium, huile de 
coco fractionnee (miglyol®) et d'eau desionisee ou de solution saline 

25 tamponnee (tampon phosphate pH 7,4 a 25°C). Le diametre moyen de 

reference D[4,3] de ces microparticules gel composite est de 2800 nm. 
II ressort de tous les exemples du FR 2 746 035, que le plus petit diametre 
moyen de reference D[4,3] est egal a 1900 nm. 

Par ailleurs, ces microparticules gel composite ne peuvent pas s'associer a 
30 l'insuline a l'etat non dissous en suspension colloidale, selon un taux Ta > 7%. 

Dans ces conditions, il est manifeste que les microparticules gel composite ne 
satisfont pas au cahier des charges, et notamment pas aux specifications 
relatives a Tinjectabilite et a la capacite d'association et de liberation vis-a-vis 
de l'insuline. 

35 En outre, le procede selon le FR 2 746 035 ne fait pas intervenir de solvant 

polaire non aromatique et la formation des microparticules n'intervient pas de 
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maniere spontanee en milieu aqueux, mais passe par la mise en oeuvre d'une 
homogeneisation vigoureuse a l'aide d'un dispositif du type rotor/stator. 
(i) La demande PCT WO 96/29991 a pour objet des particules de 
polyaminoacides utiles pour la vectorisation de PA. Ces particules ont une 

5 taille comprise entre 10 et 500 nm 5 de preference entre 30 et 400 nm. Dans les 

exemples de cette demande PCT, la taille des particules est mesuree par le 
rayon de giration. Le rayon de giration des particules obtenues dans ces 
exemples varie de 55 a 280 nm. II existe d'autres techniques de mesure de la 
taille de particules colloidales. La determination du diametre hydrodynamique 

10 moyen (Dh) des particules par diffusion quasi elastique de.la lumiere (QELS) 

est un exemple de methode commode de mesure. Dans tout le present expose, 
on prendra pour reference un mode operatoire Md de mesure de Dh.. Md est 
decrit plus loin. Ainsi," le Dh des particules selon les exemples du PCT WO 
96/29991 s'etend de 150 nm a 750 nm. II est a remarquer que les PV dont il 

15 est question ici sont formees d'un coeur hydrophobe entoure d'une chevelure 

hydrophile. Le diametre hydrodynamique de ces objets est inferieur au double 
de leur rayon de gyration, comme cela est explique par exemple dans les 
ouvrages "Dynamic Light Scattering", B.J. Berue and R. Pecaran (Wiley, 
1976) and "Physicochemical Hydrodynamics", R.F Probstein (Wiley 1994). 

20 Le taux de chargement Ta des particules s'exprime commodement par le 

rapport de la masse d'insuline a la masse de PV sec. Selon les exemples du 
WO 96/29991, avec un PA constitue par de l'insuline, est au mieux de 0,065 
mg/mg, soit 6,5 % en poids sec d'insuline par rapport a la masse de PAA. Ta 
est mesure selon un mode operatoire Ma decrit plus loin. 

25 Les particules selon le WO 96/29991 se forment spontanement par mise en 

contact de PAA avec une solution aqueuse. Les PAA . comprennent des 
monomeres aminoacides neutres et hydrophobes AAO et des monomeres 
ionisables et hydrophiles AAI. Ces PAA sont prepares par copolymerisation 
de NCA de precurseurs d'AAI (e.g. : Glu-OMe) et de NCA d'AAO (e.g. Leu) 

30 en solution dans un melange dioxane/toluene. Le copoly(Glu-OMe)(Leu) 

obtenu en solution est recupere par precipitation dans l'eau, filtration et 
sechage. Ce copolymere est alors soumis a une hydrolyse acide en 
Tincorporant dans l'acide TriFluoroAcetique (TFA), dans lequel il se dissous. 
Un copolymere (Glu-0-Na)(Leu) est recupere apres neutralisation, dialyse, 

35 filtration et lyophilisation. Ce coPAA est disperse dans une solution aqueuse 

de NaCl et il se forme spontanement une suspension de nanoparticules. 
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Comme indique supra, ces dernieres sont de taille Dh superieure a 150 nm et 
un taux de chargement a Finsuline Ta 6,50%. 

II ressort done de ce qui precede que les propositions techniques anterieures sus 

5 decrites, et notamment la proposition (i), satisfont incompletement aux specifications 
du nouveau cahier des charges indique supra, et, en particulier une aptitude a la 
sterilisation par filtration, une haute vitesse de degradation, une adaptability aux 
contraintes de l'administration de medicaments par injection, un faible cout et un fort 
taux de chargement en PA. 

10 S'agissant de 1'aptitude a la filtration sterilisante, il importe que les particules PV 
soient suffisamment petites pour passer, en suspension dans un liquide, au travers de 
filtres dont le seuil de coupure est inferieur ou egal a 0,2 ^m, sans les colmater. De 
telles facilite et efficacite de sterilisation par filtration sont particulierement appreciees 
pour des medicaments injectables. 

15 Concernant 1'aptitude a l'injection des PV, il convient, pour une dose donnee de PA, de 
pouvoir injecter de faibles volumes de suspension liquide, et que cette suspension soit 
peu visqueuse. II s'agit de pouvoir reduire les quantites d'excipient (PV) par rapport a 
la dose therapeutique visee en PA et de fournir des PV ayant une taille la plus reduite 
possible, tout en augmentant la capacite de chargement du PA. 

20 S'agissant de la specification de biodegradabilite des PV, elle est d'autant meilleure 
que la taille des PV est reduite et permet leur elimination rapide. 
En outre, il est appreciable de pouvoir reduire les quantites d'excipient (PV) pour des 
raisons economiques et pour ameliorer la tolerance du medicament injectable. 

25 EXPOSE SUCCINCT DE L'INVENTION 

Dans cet etat de fait, un objectif essentiel est de pouvoir fournir de nouvelles PV qui 
forment spontanement, et sans l'aide de tensioactifs ou de solvants organiques, des 
suspensions aqueuses stables de PV. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir de nouvelles PV en 
30 suspension aqueuse colloi'dale stable ou sous forme pulverulente et a base de 
poly(aminoacides) (PAA), ces nouvelles PV se devant de satisfaire au mieux aux 
specifications 1 a 8 du cahier des charges susvise. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de perfectionner les particules divulguees 
dans la demande PCT WO 96/29991 . 
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Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir une suspension nouvelle de PV 
dont on maitrise parfaitement les caracteristiques, notamment en termes du taux de 
chargement en PA et en termes de controle de cinetique de liberation du PA. 
Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir des suspensions 
5 medicamenteuses injectables. Les specifications, requises pour de telles suspensions, 
sont un faible volume d'injection et une faible viscosite. II importe que la masse de 
particules colloidales par dose d'injection soit le plus faible possible et ce sans limiter 
la quantite du principe actif PA transports par ces particules, afin de ne pas nuire a 
l'efficacite therapeutique. 
10 Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir une suspension colloidale 
aqueuse ou un solide pulverulent comprenant des particules de vectorisation de 
principes actifs satisfaisant aux specifications visees ci-dessus et qui constitue une 
forme galenique appropriee et convenable pour une administration, par exemple orale, 
a l'homme ou l'animal. 

15 Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir une suspension colloidale 
comprenant des particules de vectorisation de principes actifs filtrable sur des filtres de 
0,2 urn a des fins de sterilisation. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de proposer un procede de preparation de 
particules (seches ou en suspension dans un liquide) de PAA utiles, notamment, comme 
20 vecteurs de principes actifs, ledit procede se devant d'etre, plus simple a mettre en 
ceuvre, non denaturant pour les principes actifs et devant en outre toujours permettre 
une maitrise fine de la granulomere moyenne des particules obtenues. 
Un autre objectif essentiel de 1'invention est 1' utilisation des susdites particules en 
suspension aqueuse ou sous forme solide pour la preparation : 
25 • de medicaments (e.g. vaccins), en particulier pour administration 

notamment orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebral e ou 
parenteral, les principes actifs de ces medicaments pouvant etre, 
notamment, des proteines, des glycoproteines, des peptides, des 
30 polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des 

polynucleotides ; 

• et/ou de nutriments, 

• et/ou de produits cosmetiques ou phytosanitaires, 

• et/ou de molecules organiques medicamenteuses. 
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Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir des suspensions de 
PV submicroniques a base de PAA et susceptibles de servir de vecteur d'un PA, en 
particulier medicament eux pour 1' administration dudit PA a un organisme humain ou 
animal, ou bien encore d'un PA nutritionnel, phytosanitaire ou cosmetique. 
5 Un autre objectif de la presente invention est de fournir un medicament, du type 
systeme a liberation prolongee de principes actifs, qui soit aise et economique a 
produire et qui soit, en outre, biocompatible et apte a assurer un tres haut niveau de 
biodisponibilite du PA. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir un systeme de vectorisation de 
10 vaccin, qui soit non-immunogene intrinsequement et en combinaison avec un ou 
plusieurs antigenes. 

Les objectifs relatifs aux produits (parmi d'autres) sont atteints par la presente 
invention qui concerne, tout d'abord, une suspension colloidale stable de particules 
15 structures submicroniques susceptibles d'etre utilisees, notamment pour la 
vectorisation de principe(s) actif(s) PA, ces particules etant des arrangements 
supramoleculaires individualises (discrets) : 

o a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a enchainements 
peptidiques et comprenant au moins deux types differents d'aminoacides 
20 recurrents AAI hydrophiles et AAO neutres hydrophobes, les aminoacides de 

chaque type etant identiques ou differents entre eux, 
o et aptes a associer en suspension colloidale a 1'etat non dissous, au moins un 
PA et a liberer celui-ci, notamment in vivo, de maniere prolongee et/ou 
retardee, caracterisee : 

25 • en ce que le ou les AAI des chaines polymeres est (sont) choisi(s) parmi 

les aminoacides a chaine laterale ionisable, les aminoacides naturels Glu 
et Asp sous forme carboxylique et/ou sous forme de sels etant 
particulierement preferes, 

• en ce que le ou les AAO des chaines polymeres est(sont) choisi(s) dans le 
30 groupe comprenant les aminoacides neutres naturels, de preference ceux 

appartenant au sous-groupe comportant : Leu, He, Val, Ala, Gly, Phe ; 

• en ce que les particules sont stables en phase aqueuse a pH compris entre 
4 et 13 en V absence de tensioactif(s), 

• par un taux de chargement Ta des particules de vectorisation avec 
35 1'insuline, exprime en % de masse d'insuline associee par rapport a la 

masse et mesure selon un mode operatoire Ma, Ta etant tel que : 
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de preference, 8 < Ta < 50 
et, plus preferentiellement encore, 10 <Ta <30 
• et par un diametre hydrodynamique moyen Dh exprime en nanometres 
5 (nm) et mesure selon un mode operatoire Md, Dh etant tel que : 

10nm<Dh< 150 nm 
de preference, 20 run < Dh < 1 00 nm. 

EXPOSE DETAILLE DE ^INVENTION 
1 0 Les modes operatoires Md et Ma pour les mesures Dh et Ta sont detailles ci-apres. 

Mode operatoire Md : 

La poudre pulverulente de PAA est mise en suspension dans une solution 
aqueuse de chlorure de sodium 0,15 M a pH 7,4, 25 °C et a une concentration 
en polymere comprise entre 0,01 et 0,5 g/1 et, de preference, egale a 0,1 g/L 

15 Cette suspension est agitee 4 heures, puis introduite dans la cellule de 

diffusion d'un appareil de diffusion de la lumiere, de type Brookhaven, 
fonctionnant avec un faisceau laser de longueur d'onde 488 nm et polarise 
verticalement. Le diametre hydrodynamique est calcule a partir de la fonction 
d' autocorrelation du champ electrique par le methode des cumulants, comme 

20 decrit dans 1'ouvrage « Surfactant Science Series » volume 22, Surfactant 

Solutions, Ed. R. Zana, chap. 3, M. Dekker, 1984. 

Mode operatoire Ma : 

(a) Preparation d'une solution aqueuse d'insuline : De Tinsuline recombinante 
humaine lyophilisee (Sigma n° 10259) est versee dans une solution HC1 0,1 
N durant 5 min a 25°C. Cette solution est ensuite versee dans une solution 
de tampon phosphate qui est finalement neutralisee par ajout de NaOH de 
0,1 N. La solution est laissee ensuite au repos 30 min a temperature 
ambiante, puis filtree sur membrane acrodisc 0,8-0,2 \i. La masse d'insuline 
est calculee en fonction du volume souhaite de solution, afin d'obtenir une 
concentration de 60 Ul/ml. 

(b) Dispersion des particules de vectorisation en PAA a associer dans la 
solution d'insuline : Les PV lyophilises sont ajoutes a la solution 
d'insuline, a raison de 10 mg PV/ml de solution. Ce melange est agite au 
vortex a deux ou trois reprises, puis placee dans un agitateur a basculement 



25 



30 



35 
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a temperature ambiante pendant 18 heures. La suspension colloidale est 
ensuite conservee a 4°C. 
(c) Separation de Pinsuline libre de l'insuline associee et dosage de l'insuline 
libre : La solution, contenant 1'insuline et les PV est centrifugee 1 heure 
5 sous 60 000 g a 20°C. Le sumageant est dispose dans des tubes munis d'une 

membrane d'ultrafiltration (seuil de coupure 100 OOODa) et centrifuge sous 
3 000 g. 2 heures a 20°C L'insuline dans le filtrat est dosee par CLHP. 

L'un des fondements inventifs de ces nouvelles particules de vectorisation PV, en 
10 suspension aqueuse colloidale stable ou a l'etat de solide pulverulent, tient a la 
selection originale d'un groupe de polymeres et d'un methodologie originale permettant 
d'obtenir des particules de taille submicronique, qui forment une suspension colloidale 
aqueuse stable en l'absence de tensioactifs ou de solvants. 

Un autre fondement inventif de ces nouvelles particules de vectorisation PV, en 
15 suspension aqueuse colloidale stable ou a l'etat de solide pulverulent, tient a la 
selection originale d'un groupe de particules structurees submicroniques particulieres 
par leur taux de chargement Ta > 7% et leur taille Dh < 150 nm. Cette selection est le 
fruit d'importantes et longues recherches sur le procede d'obtention des particules. En 
effet, la reduction de taille et Taugmentation de la capacite de chargement des 
20 particules de polyaminoacides n'etaient, a priori, pas evidentes. Ainsi, en mettant en 
ceuvre le procede d'obtention de nanoparticules de polyaminoacide enseigne dans la 
demande PCT WO 96/29991, Fhomme de Part n'a pas pu obtenir, « sur mesure », des 
particules qui repondent au nouveau cahier des charges, tel que defini supra. 
Finalement, c'est en jouant sur les compositions des polymeres et sur les conditions 
25 operatoires que les inventeurs ont pu isoler ces particules structurees de tres petite taille 
qui sont a la base de PAA et qui presentent, de maniere tout a fait surprenante et 
inattendue, une capacite de chargement Ta a l'insuline qui peut etre jusqu'a trois fois 
superieure a celle propre aux particules selon le WO 96/29991 . 

30 Avantageusement, la suspension selon l'invention est caracterisee en ce que les 
particules submicroniques ne tirent pas leur cohesion de la presence des trois composes 
suivants : 

- I) huile 

- II) phase aqueuse 
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- HI) et au moins un copolyaminoacide lineaire non reticule synthetique et 
comportant au moins deux types differents de comonomere aminoacide AAI 
hydrophile et AAO hydrophobe, 

contrairement a la suspension de microparticules selon la demande de brevet FR 

2 746 035. 

La structure des polymeres PAA et la nature des acides amines, sont choisies de telle 
fa<?on que : 

• les chaines de polymeres se structurent spontanement sous forme de 
particules (PV) de petite taille, 

• les particules forment une suspension colloidale stable dans l'eau et en 
milieu physiologique, 

• les PV s'associent avec des proteines ou autres PA en milieu aqueux, par 
un mecanisme spontane et non denaturant pour la proteine, 

• les PV liberent les PA en milieu physiologique et, plus precisement, in 
vivo ; la cinetique de liberation est fonction de la nature du polymere PAA 
precurseur des PV. 

Ainsi, en jouant sur la structure particuliere du PAA, on peut controler les phenomenes 
d'association et de liberation du PA sur le plan cinetique et quantitatif. 
II est du merite de la demanderesse d'avoir choisi, a titre de materiau constitutif des 
PV, une composition particuliere de polyaminoacides qui sont amphiphiles et qui, 
done, possedent des proprietes des PV en PAA, a savoir : 

• possibility de former spontanement des suspensions colloidales de PV 
compatibles avec le pH des milieux physiologiques rencontres dans les 
applications therapeutiques visees, 

• association spontanee des PA avec des PV en l'absence d'autre agent 
que l'eau qui leur sert de solvant et qui, dans le cas des proteines, n'est 
pas denaturant^ 

• possibility de liberer le PA du complexe d'association PA-PV, dans des 
conditions physiologiques, avec des profils pharmacocinetique et 
pharmacodynamique, qui laissent presager des utilisations interessantes 
dans le domaine therapeutique (vectorisation PA), 

et qui, par ailleurs, presentent de nouvelles proprietes qui sont : 

• filtrabilite avec seuil de coupure inferieur ou egal a 0,2 \xm a des fins de 
sterilisation, 
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• biodegradibilite amelioree, 

• aptitude a rinjection optimises 

Ces nouvelles proprietes ont pu etre obtenues grace aux fonctions techniques primaires 
5 des PV qui sont la petite taille nanometrique et le fort taux de chargement. 

Pour definir un peu plus ces PAA, on peut indiquer qu'ils peuvent etre du type ordonne, 
sequentiel alterne (blocs) ou du type desordonne, sequentiel aleatoire (statistique). 
Ainsi, selon une premiere forme de realisation des PV selon l'invention, les PAA 
constitutifs sont du type «bloc» et sont caracterises par un rapport molaire 
10 AAO/(AAI+AAO) tel que : 

• 10%< AAO/(AAO + AAI) < 70%, 

• de preference, 20% AAO/(AAI + AAO) < 60%, 

• et plus preferentiellement encore, 35 % < AAO/(AAI + AAO) < 50%. 

15 Avantageusement, la longueur absolue de chaque bloc d'AAO, exprime en nombre 
d' AAO est telle que : 

• de preference, AAO > 10, 

• et, plus preferentiellement encore, 20 < AAO < 100. 

20 Selon une deuxieme forme de realisation des PV selon l'invention, les PAA constitutifs 
sont du type « statistique » c'est-a-dire prepares par copolymerisation simultanee de 
monomeres de AAI et AAO, et le rapport molaire AAO/(AAO + AAI) est tel que : 

• AAO/(AAO + AAI)>10%, 

• et, de preference, AAO/(AAO + AAI) > 20 %, 

25 • et, plus preferentiellement encore, 30 % < AAO/(AAl + AAO) < 70%. 

Avantageusement, la masse molaire Mw de ces PAA statistiques est telle que : 

• Mw > 2 000 g/mol, 

• de preference, Mw > 5 500 g/mol, 

30 • et plus, preferentiellement encore, 5 500 g/mol < Mw < 200 000 g/mol. 

Suivant une caracteristique preferee de l'invention, les PAA blocs ou statistiques 
constitutifs de particules ont des degres de polymerisation DP compris entre 30 et 600, 
de preference entre 50 et 200 et, plus preferentiellement encore, entre 60 et 150. 
35 Avantageusement, les PAA constitutifs des particules PV sont des PAA « diblocs ». 
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La presente invention vise, non seulement des suspensions de particules nues, telles que 
definies ci-dessus, mais egalement des particules comprenant au moins un principe 
actif PA De preference, la suspension selon r invention est aqueuse et stable. Ces 
particules, chargees ou non en PA, sont, avantageusement, sous forme dispersee dans 
5 un liquide (suspension), de preference aqueux, mais peuvent egalement etre a 1'etat de 
solide pulverulent, obtenu a partir de la suspension de PV telle que definie ci-dessus. 

D'ou il s'ensuit que l'invention conceme, outre une suspension colloidale (de 
preference aqueuse) de PV, un solide pulverulent comprenant des PV et obtenu a partir 

10 de la suspension selon l'invention. 

Un autre objet essentiel de l'invention se rapporte a la preparation des particules 
selectionnees (telles que decrites ci-avant), aussi bien sous forme de suspension 
colloidale que sous forme de solide pulverulent .Le procede de preparation considere 
consiste, essentiellement, a synthetiser des PAA precurseur et a les transformer en 

1 5 particules structurees. 

Plus precisement, il s'agit, tout d'abord, d'un procede de preparation de particules 
structurees submicroniques susceptibles d'etre utilisees, notamment pour la 
vectorisation de principe(s) actif(s), ces particules etant des arrangements 
supramoleculaires discrets : 

20 • a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles lineaires, a 

enchainements (-AAI hydrophiles et AAO hydrophobes, les aminoacides 
de chaque type etant identiques ou differents entre eux ; 

• de diametre moyen Dh, exprime en nm et mesure selon un mode 
operatoire Md, tel que : 

25 10<Dh<150 

de preference, 20 < Dh < 1 00 ; 

• d'une part aptes, a former une suspension colloidale stable par un simple 
melange dans un milieu aqueux, sans qu'il soit necessaire d'y ajouter un 
solvant ni de tensioactifs ; 

30 • et d'autre part, aptes a s'associer dans un milieu liquide, avec au moins 

un PA et, en particulier, avec l'insuline selon un taux de chargement Ta, 
exprime en %, et mesure selon un mode operatoire Ma tel que : 7 < Ta, 
de preference, 8 < Ta < 25, et, d'autre part, a liberer celui-ci, notamment 
in vivo, de maniere prolongee et controlee. 
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Ce procede est caracterise en ce que : 

1. on realise une copolymerisation de monomeres N-CarboxyAnhydrides 
d'aminoacides (NCA) d'au moins deux types differents, d'une part, des NCA- 
pAAI («pAAI » designant un precurseur d'AAI) et, d'autre part, des NCA- 
AAO, en presence : 

o d'au moins un solvant polaire non aromatique, de preference choisi dans 
le groupe comprenant : la N-MethylPyrrolidone (NMP), le 
DiMethylFormamide (DMF), le DimethylSulfoxyde (DMSO), le 
DiMethylAcetamide (DMAc), la pyrrolidone, la NMP etant plus 
particulierement preferee, 
o et, eventuellement d'au moins un co-solvant protique de preference 
choisi dans le groupe comprenant la pyrrolidone, l'eau, les alcools ; le 
methanol etant particulierement prefere ; 

2. on transforme les motifs recurrents pAAI du copolymere precurseur PAA des 
particules, en motifs recurrents AAI, en mettant en ceuvre une hydrolyse, de 
preference acide, pour laquelle on ajoute au milieu organique susdecrit une 
phase aqueuse acide; 

3. eventuellement on neutralise le milieu reactionnel ; 

4. eventuellement on purifie le milieu reactionnel par dialyse pour obtenir une 
suspension aqueuse de particules structurees ; 

5. eventuellement on concentre cette suspension ; 

6. eventuellement on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide 
pulverulent comprenant les particules. 

25 La premiere etape du procede s' inspire des techniques connues de polymerisation 
d'anhydrides de N-carboxy-(-aminoacides (NCA), decrites, par exemple, dans l'article 
«Biopolymers, 15, 1869 (1976) » et dans l'ouvrage de H.R. KRICHELDORF «(- 
Aminoacid-N-carboxy Anhydride and Related Heterocycles » Springer Verlag (1987). 
La mise en ceuvre de solvants de copolymerisation aprotiques non aromatiques polaire, 

30 judicieusement choisis, en evitant toute precipitation et le fait d'avoir recours a une 
hydrolyse acide en presence d'eau et de solvant organique polaire non aromatique, 
constituent des modalites nouvelles et inventives qui conduisent a des particules 
structurees, discretes et submicroniques a forte capacite de chargement de PA, et qui 
forment une suspension collo'idale, stable en milieu aqueux. Ces particules ne sont 

35 nullement comparables a un precipite agglomere macroscopique du genre de celui 
evoque ci-avant a propos de la proposition anterieure (d). 
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Suivant une variante, a Tissue de l'etape 1, on precipite - de preference dans l'eau - le 
copolymere poly(AOO)(pAAI) obtenu et on recueille ce precipite. Cette variante 
correspond a un mode discontinu de preparation de particules, dans lequel on isole le 
copolymere poly(AAO)(pAAI) sous fonne de precipite formant un produit 
5 intermediate stable. Ce precipite peut etre, par exemple, filtre, lave et seche. 

De maniere plus preferee encore, les NCA-pAAI sont des NCA d' acide glutamique ou 
aspartique O-alkyle, par exemple des NCA-Glu-O-Me, NCA-Glu-O-Et ou NCA-Glu- 
O-Bz (Me = methyle - Et = Ethyle - Bz = Benzyle). 

De maniere connue, la copolymerisation se deroule a une temperature comprise entre 
10 20 et 120°C, a pression atmospherique et en presence d'un initiateur amine, e.g. : NH 3 . 
D'autres parametres experimentaux, comme la concentration en NCA et/ou polymere 
dans le solvant polaire non aromatique (de preference le NMP), et/ou la concentration 
ou la nature du cosolvant protique, lors de la synthese, seront ajustes selon les effets 
desires et connus de Thomme de Tart. 
15 L'hydrolyse acide (etape 2) est realisee a l'aide d'eau et d'au moins un acide mineral, 
tel l'aide phosphorique ou chlorhydrique - ce dernier etant prefere - et/ou un acide 
organique, tel l'acide TriFluoroAcetique (TFA), l'acide acetique, l'acide 
dichloroacetique, ou les acides organosulfoniques. 

Les proportions eau/acide -exprimees en parties en poids- dans une phase aqueuse 
20 acide d'hydrolyse sont, avantageusement : 

• de 60/1 a 2/1, 

• de preference 40/1 a 2/1, 

• et, plus preferentiellement encore, 20/1 a 2/1. 

25 Les proportions phase aqueuse acide d'hydrolyse/NMP - exprimees en parties en 
poids- sont, avantageusement : 

• de 5/100 a 200/100 

• de preference, 10/100 a 100/100 

• et, plus preferentiellement encore, de 20/100 a 80/100. 

30 

D'autres parametres, comme la concentration en polymere, la temperature du melange 
reactionnel, le mode d'ajout de la phase aqueuse acide d'hydrolyse, l'emploi de 
pression reduite, la duree de la reaction, etc... ; sont ajustes selon les effets desires et 
bien connus de Thomme de Tart. 
35 La neutralisation (etape 3) s'opere, en pratique, par exemple a l'aide de soude. 
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On elimine ensuite le sel forme a I'issue de la neutralisation, ainsi que le solvant, par 
tout traitement de separation physique approprie, par exemple par diafiltration (dialyse) 
(etape 4), filtration, modification pH, chromatographic. . . 

Cela conduit a une suspension aqueuse de particules structures qui peut etre 
5 concentree, par exemple par distillation ou tout autre moyen physique convenable : 
ultrafiltration, centrifugation. 

Pour separer, a Tetape 6, les particules de leur milieu liquide de suspension, on elimine, 
eventuellement, la phase aqueuse, par exemple par sechage (e.g. a l'etuve), par 
lyophilisation ou tout autre moyen physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. 

10 On recupere, a Tissue de cette etape 6, un solide pulverulent, de couleur blanche. 

Selon une variante, l'etape de concentration peut etre realisee par un traitement 
chimique, tel qu'un abaissement du pH, qui transforme en acide la. partie hydrophile des 
monomeres glutamates, ce qui les rend insolubles dans l'eau. Ces intermediaires PAA 
acides peuvent etre filtres, laves et seches. Lesdits intermediaires acides peuvent etre 

15 neutralises avec une base chimique dans une etape ulterieure afin d'obtenir une 
suspension de particules. 

II est a noter que la mise en ceuvre des etapes 1, 2, 3, 4 et eventuellement 5 du procede 
ci-dessus correspondant a une preparation d'une suspension colloidale de particules 
submicroniques et a fort taux de chargement avec les PA. 
20 Lors de cette preparation de suspension colloidale, les PAA amphiphiles 
poly(AAO)(AAI) de l'etape 2 sont places dans un milieu aqueux dans lequel au moins 
une partie des AAI est soluble et au moins une partie des AAO est insoluble. Les PAA 
existent sous forme de nanoparticules dans ce milieu aqueux. 

Une alternative pour preparer la suspension de PV selon Tinvention consiste a mettre 
25 en presence le solide pulverulent, tel que decrit ci-dessus et en tant que produit et par 
son procede d'obtention, avec un milieu aqueux, non solvant des AAO. 

Pour effectuer l'association d'un ou plusieurs PA aux particules, il est possible de 
mettre en ceuvre plusieurs methodes conformement a Pinvention. Des exemples, non 
30 limitatifs, de ces methodes sont enumeres ci-apres. 

Selon une premiere methode, on effectue l'association de PA aux particules par mise 
en presence d'une phase liquide (aqueuse ou non) contenant le PA avec la suspension 
colloidale de particules. 

Selon une deuxieme methode, on effectue l'association du PA aux particules par mise 
35 en presence d'un PA a 1'etat solide avec la suspension colloidale de particules. Le PA 
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solide peut etre, par exemple, sous forme de lyophilisat, de precipite, de poudre ou 
autre. 

Selon une troisieme methode, on met en presence le solide pulverulent (PAA), tel que 
decrit supra en tant que produit et par ses caracteristiques d'obtention, avec une phase 
5 liquide (aqueuse ou non) contenant le PA. 

Selon une quatrieme methode, on met en presence le solide pulverulent, tel que decrit 
supra en tant que produit et par ses caracteristiques d'obtention, avec le PA sous forme 
solide. On disperse ensuite ce melange de solides, dans une phase liquide, de 
preference une solution aqueuse. 
10 Dans toutes ces methodes, le PA utilise peut etre sous forme pure ou preformulee. 

Compte tenu de la taille nanometrique des particules, la suspension peut etre filtree sur 
des filtres de sterilisation, ce qui permet d'obtenir, aisement et a moindre cout, des 
liquides medicamenteux injectables steriles. Le fait de pouvoir, grace a l'invention, 
15 controler la taille des particules et atteindre des valeurs de Dh entre 25 et 100 nm, est 
un atout important. 



La presente invention vise, egalement, de nouveaux produits intermediaires du procede 
decrit ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont constitues par des copolymeres PAA 
20 precurseurs de particules. 



APPLICATION INDUSTRIELLE 

Selon un autre de ses aspects, r invention concerne une suspension et/ou un solide 
pulverulent, tels que definis ci-dessus et/ou tels qu'obtenus par le procede presente 
25 supra, cette suspension et ce solide comprenant au moins un principe actif, choisi, de 
preference, parmi : 

• les vaccins, 

• les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus preferentiellement 
retenus sont : les hemoglobines, les cytochromes, les albumines, les 

30 interferons, les antigenes, les anticorps, rerythropoietine, Tinsuline, les 

hormones de croissance, les facteurs VIII et IX, les interleukines ou leurs 
melanges, les facteurs stimulants de Thematopoiese, 

• les polysaccharides, Theparine etant plus particulierement selectionnee, 

• les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides d'ARN et/ou 
35 d'ADN, 
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• des molecules non petido-proteiques appartenant a diverses classes de 
chimiotherapie anticancereuses et, en particulier, les anthracyclines et les 
taxoides, 

• et leurs melanges. 

5 

L'invention vise, egalement, une suspension et/ou le solide pulverulent charge(s) en PA 
nutritionnel, phytosanitaire ou cosmetique. 

Enfrn, l'invention concerne une speciality pharmaceutique, nutritionnelle, 
phytosanitaire ou cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension et/ou 
10 du solide pulverulent charge(s) en PA et tels que definis ci-dessus. 

Selon un autre de ses objets, l'invention vise, egalement, l'utilisation de ces PV (en 
suspension ou sous forme solide) chargees en PA, pour la fabrication de medicaments 
du type systemes a liberation controlee de PA. 

Dans le cas de medicaments, il peut s'agir, par exemple de ceux administrates, de 
15 preference par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou parenterals 
Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, les compositions 
comprenant un PA associe aux PV selon !' invention et applicables par voie 
transdermique. 

20 Les produits phytosanitaires concernes peuvent etre, par exemple, des herbicides, des 
pesticides, des insecticides, des fongicides, etc... 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre l'invention dans ses 
differents aspects produit/procede/application. Ces exemples illustrent la preparation de 
particules de polyaminoacides charges ou non en principes actifs, de meme qu'ils 
25 presentent les caracteristiques de structure et les proprietes de ces particules. 

LEGENDES DES FIGURES 

Fig. 1 : Nanoparticules correspondant a un copolymere bloc la : leucine 50/Glutamate 
50 obtenues selon 1'enseignement du brevet WO 96/29991. 

30 

Fig. 2: Nanoparticules obtenues avec le copolymere bloc selon la presente invention 
(exemple 2) . On notera que la barre ne represente plus ici que 50 nm. 

Fig 3 Evolution de la concentration en glucose (moyenne en % basal sur 4 chiens) 
35 apres injection d'une formulation de PV chargee en insuline a raison de 2 Ul/kg. 
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Fig. 4 Evolution de la concentration en insuline serique (moyenne sur 4 chiens) apres 
injection d'une formulation de PV chargee en insuline a raison de 2 Ul/kg. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 -Obtention, en suspension aqueuse colloiadale stable et sous forme 
solide pulverulente, de particules de vectorisation, a partir d'un polyaminoacide 
bloc, le poly(Leu/Glu) 40/80 dibloc 

Dans un reacteur de 1 litre thermostate a 20°C, on introduit sous agitation 112,4 g de 
NCA-GluOMe (0,60 mole) et 449 g de N-Methyl Pyrrolidine-one-2 (NMP). Apres 
dissolution, on ajoute 21,38 g d'une solution d'ammoniac 0,34 M dans le dioxanne-1,4 
(1,25% molaire/NCA). La polymerisation est suivie par mesure du dioxyde de carbone 
degage dans une cloche a gaz et verifiee par disparition des bandes de vibration 
caracteristiques des NCA a 1860 et 1790 cm-1. Apres 30 min, on introduit une solution 
de 47,17 g de NCA Leucine (0,30 mole) dans 631 g de NMP. Apres 10 min de reaction, 
la temperature est augmentee a 60°C. La polymerisation est suivie comme 
precedemment et est complete apres 2 heures. La temperature du melange reactionnel 
obtenu est augmentee a 80°C. A 350 g du melange reactionnel obtenu en fin de 
Tetape 1 sont ajoutes 31,5 g d'acide chlorhydrique concentre aqueux (35%, 12M) sous 
agitation mecanique en 30 min. Le reacteur est alors mis sous pression reduite regulee a 
600 mBar pendant 6 heures. Un melange de 31,5 g d'acide chlorhydrique 35 % et de 
126 g d'eau est alors ajoute sur 60 min, suivi d'une deuxieme phase de vide a 
250 mBar pendant 18 heures. Dans cet exemple, la ratio global Eau/Acide 
chlorhydrique pur est de 7,6/1 en masse et le ratio phase aqueuse acide/NMP de 60/100 
en masse. 

Le melange reactionnel est ensuite refroidi a 50°C, puis neutralise par la soude aqueuse 
(35 % de la masse). La NMP et le chlorure de sodium forme lors de la neutralisation 
sont elimines par diafiltration contre 20 volumes d'eau Milli Q, sur membrane de 
MWCO de 1000 Daltons (systeme Pellicon II, Millipore). On obtient ainsi une 
suspension colloidale aqueuse stable de nanoparticules de vectorisation. La suspension 
de nanoparticules est finalement lyophilisee. 

Les teneurs en motifs leucine sont determinees par resonance magnetique nucleaire du 
proton (signaux a 2,10, 2,22 et 2,58 ppm our 4H du Glu et a 0,85 ppm pour 6H du Leu). 
La diametre hydrodynamique moyen (Dh) est 70 nm (selon Md). 
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EXEMPLE 2 - Association de 1'insuline aux nanoparticules de poly(Leu/Glu) 
40/80 

On met en oeuvre le mode operatoire Ma. La concentration d'insuline libre, dosee par 
chromatographic CLHP, est egale a 0,59 mg/ml et on en deduit la concentration 
5 d'insuline associee egale a 1,51 mg/ml. La capacite de chargement d'une solution 
colloidale de 10 mg/ml atteint 1,51 mg/ml d'insuline. Ainsi le rapport de la masse 
d'insuline associee a la masse bLE (Ta) est de 15,1 %. 

EXEMPLE 3- Obtention, en suspension aqueuse colloidale stable et sous forme 
10 solide pulverulente, de particules de vectorisation a partir d'un PAA bloc 
po!y(Leu/gIu) 25/70 dibloc. 

146,4 g de NCA GluOMe sont dissous dans 586g de NMP auxquels sont ajoutes 18,43 
g d'une solution d' ammoniac 0,48 M dans le methanol. Lorsque la polymerisation des 
NCA GluOMe est complete, une solution de 43,9 g de NCA Leu dans 708 g de NMP 

15 est introduite et la polymerisation des NCA Leu est poursuivie jusqu'a disparition des 
monomeres. Le milieu est alors porte a 80°C et on y ajoute, en goutte a goutte, durant 
30 min a 1 heure, 129,4 g d'HCI 35 %. Un vide de 600 mBar est applique pendant 6 
heures, puis 129,4 g d'HCI 35 % supplemental sont ajoutes en melange avec 517,5 g 
d'eau. Un vide de 250 mBar est alors applique pendant 18 heures. Apres cette etape, la 

20 temperature est reduite a 50°C, 1 litre d'eau est introduit, suivi de 280 ml de NaOH 
35 % pour ramener le pH a 7,4. La suspension est ensuite filtree (5 |im), dialysee (seuil 
de coupure 1 000 Da) dans de l'eau, pour eliminer le solvant et les sels, et enfin filtree 
(0,22 film). Cette suspension peut etre utilisee directement ou subir des traitements 
ulterieurs, tels que la distillation de l'eau (etape 5) ou la lyophilisation (etape 6). 

25 Le diametre hydrodynamique moyen Dh (selon Md) est 14,8%. Le taux de chargement 
Ta de l'insuline, determine selon le mode operatoire Ma, est 35 nm. 

EXEMPLE 4- Obtention, en suspension colloidale aqueuse stable, de 
nanoparticules de vectorisation, a partir d'un polyaminoacide bloc, le 
30 poly(Leu/Glu) 50/70 dibloc et caracteristiques des nanoparticules 

Dans un reacteur de 0,5 litre thermostate a 30°C, on introduit sous agitation 38,9 g de 
NCA-GluOMe (0,208 mole) et 156 g e N-Methyl Pyrrolidine-one-2 (NMP). Apres 
dissolution, on ajoute 5,79 g d'une solution d'ammoniac 0,407 M dans le methanol 
(1,25 % molaire/NCA). La polymerisation est suivie par mesure du dioxyde de carbone 
35 degage dans une cloche a gaz et verifiee par disparition des bandes de vibration 
caracteristiques des NCA a 1860 et 1790 cm-1. Apres 30 min, on introduit une solution 
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de 23,3 g de NCA Leucine (0;148 mole) dans 263 g de NMP. Apres 10 min de 
reaction, la temperature est augmentee a 60°C. La polymerisation est suivie comme 
precedemment et est complete apres 1-2 heures. La temperature du melange reactionnel 
obtenu precedemment est augmentee a 80°C. 41,9 g d'acide chlorhydrique aqueux 
5 (35 % de la masse) sont ajoutes au milieu reactionnel sous agitation mecanique en 
30 min. Le reacteur est alors mis sous pression reduite regulee a 600 mBar pendant 
6 heures. Un melange de 41,9 g d'acide chlorhydrique 35 % et de 167,5 g d'eau est 
alors ajoute sur 60 min, suivi d'une deuxieme phase de vide a 250 mBar pendant 
18 heures. Le melange reactionnel est ensuite refroidi a 50°C, puis neutralise par la 

10 soude aqueuse (35 % de la masse). La NMP et le chlorure de sodium formes lors de la 
neutralisation, sont elimines par diafiltration contre 20 volumes d'eau Milli Q, sur 
membrane de MWCO de 1 000 Daltons (systeme Pellicon II. Millipore). On obtient 
ainsi une suspension colloidale aqueuse stable de nanoparticules de vectorisation. La 
suspension de nanoparticules est fmalement lyophilisee. 

15 Le diametre hydrodynamique moyen Dh est mesure selon Md sur des suspensions 
aqueuses des lyophilisats. Le taux de chargement Ta de 1'insuline est determine selon le 
mode operatoire Ma. 

EXEMPLE 5 Obtention, en suspension colloidale aqueuse stable de 

20 nanoparticules de vectorisation, a partir d'un polyaminoacide bloc, le 
poly(Leu/Glu) 25/35 dibloc et caracteristiques des nanoparticules 

Dans un reacteur de 0,5 litre thermostate a 30°C, on introduit sous agitation 38,9 g de 
NCA-GluOMe (0,208 mole) et 156 g de N-Methyl Pyrrolidine-one-2 (NMP). Apres 
dissolution, on ajoute 5,78 g d'une solution d'ammoniac 0,452 M dans le methanol 

25 (1,25 % molaire/NCA). La polymerisation est suivie par mesure de dioxyde de carbone 
degage dans une cloche a gaz et verifiee par disparition des bandes de vibration 
caracteristiques des NCA a 1860 et 1790 cm-1. Apres 30 min, on introduit une solution 
de 23,3 g de NCA Leucine (0,149 mole) dans 5 219 g de NMP. Apres 10 min de 
reaction, la temperature est augmentee a 60°C. La polymerisation est suivie comme 

30 precedemment. Elle est complete apres 1-2 heures. La temperature du melange 
reactionnel obtenu precedemment est augmentee a 80°C 42,0 g d'acide chlorhydrique 
aqueux (35 % de la masse) sont ajoutes au milieu reactionnel sous agitation mecanique 
en 30 min. Le reacteur est alors mis sous pression reduite regulee a 600 mBar pendant 
6 heures. Un melange de 42,0 g d'acide chlorhydrique 35 % et de 167,9 g d'eau est 

35 alors ajoute sur 60 min, suivi d'une deuxieme phase de vide a 250 Mbar pendant 
18 heures. Le melange reactionnel est ensuite refroidi a 50°C puis neutralise par la 
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soude aqueuse (35% de la masse). La NMP et le chlorure de sodium formes lors de la 
neutralisation, sont elimines par diafiltration contre 20 volumes d'eau Milli Q, sur 
membrane de MWCO de 1000 Daltons (systeme Pellicon II, Millipore). On obtient une 
suspension colloidale aqueuse stable de nanoparticules de vectorisation La suspension 
5 de nanoparticules est finalement lyophilisee. 

Les teneurs en motifs leucine sont determinees par resonance magnetique nucleaire du 
proton (signaux a 2,10, 2,22 et 2,58 ppm pour 4H du Glu et a 0,85 ppm pour 6H du 
Leu). Le diametre hydrodynamique moyen Dh est mesure selon Md sur des 
suspensions aqueuses des lyophilisats. Le taux de chargement de l'insuline est 
1 0 determine selon Ma. 

EXEMPLE 6 Obtention, en suspension colloidale aqueuse stable de 

nanoparticules de vectorisation, d'un polyaminoacide bloc, le poly(Leu/glu) 50/150 
dibloc et caracteristiques des nanophases 

15 Dans un reacteur de 0,5 litre thermostate a 30°C, on introduit sous agitation 46,4g de 
NCA-GluOMe (0,248 mole) et 186 g de N-Methyl Pyrrolidine-one-2 (NMP). Apres 
dissolution, on ajoute 6,90g d'une solution d'ammoniac 0,19 M dans le methanol 
(1,25 % molaire/NCA). La polymerisation est suivie par mesure du dioxyde de carbone 
degage dans une cloche a gaz et verifiee par disparition des bandes de vibration 

20 caracteristiques des NCA de 1 860 et 1 790 cm-1. Apres 30 min, on introduit une 
solution de 12,97g de NCA Leucine (0,083 mole) dans 21 8 g de NMP. Apres 10 min de - 
reaction, la temperature est augmentee a 60°C.La polymerisation est suivie comme 
precedemment. Elle est complete apres 1-2 heures. La temperature du melange 
reactionnel obtenu precedemment est augmentee a 80°C. 40,3 g d'acide chlorhydrique 

25 aqueux (35 % de la masse) sont ajoutes au milieu reactionnel sous agitation mecanique 
en 30 min. Le reacteur est alors mis sous pression reduite regulee a 600 mBar pendant 
6 heures. Un melange de 40,3 g d'acide chlorhydrique 35 % et de 161,3 g d'eau est 
alors ajoute sur 60 min, suivi d'une deuxieme phase de vide a 250 mBar pendant 18 
heures. Le melange reactionnel est ensuite refroidi a 50°C, puis neutralise par la soude 

30 aqueuse (35 % de la masse). 

La NMP et le chlorure de sodium forme lors de la neutralisation, sont elimines par 
diafiltration contre 20 volumes d'eau Milli Q, sur membrane de NWCO de 1 000 
Daltons (systeme Pellicon II, Millipore). On obtient une suspension colloidale aqueuse 
stable de nanoparticules de vectorisation. La suspension de nanophases est finalement 

35 lyophilisee. 
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Les teneurs en motifs leucine sont determinees par resonance magnetique nucleaire du 
proton (signaux a 2,10 ; 2,22 et 2,58 ppm pour 4H du Glu et a 0,85 ppm pour 6H du 
Leu). Le diametre hydrodynamique moyen Dh est mesure selon Md. Le taux de 
chargement de Tinuline est determine selon Ma. 

5 

EXEMPLE 7 Exemple comparatif de la nature des particules formees avec 

renseignement du brevet PCT WO 96/29991 

Les particules obtenues par renseignement du brevet WO 96/29991 sont celles 
apparaissant sur la Fig. 1. Avantageusement, les particules selon Tinvention sont celles 
10 apparaissant sur la Fig. 2 annexee correspondant a une photographie prise au 
microscope electronique a transmission. 

Les differences de morphologie et de taille apparaissent de maniere flagrante en 
comparant la Fig. 1 qui represente des PV selon l'art anterieur, d'une part, et la Fig. 2 
montrant des PV selon l'invention, d'autre part. On constate ici une difference notable 
15 de morphologie. Les PV de la Fig. 2 sont telles que la majorite des particules plus 
grande taille presente une forme allongee. 

EXEMPLE 8- Test de Stabilite d'une suspension colloidale preparee selon 
l'exemple 2 avec le polymere poly(Leu/Glu) 40/80 

20 La poudre pulverulent de l'exemple 2 est dissoute a raison de 60 mg/ml de poudre dans 
un tampon phosphate. Le pH a ete ajuste a 7.3 et l'osmolalite de la suspension a ete 
ajustee a 300 mOsm/kg a l'aide d'une solution de NaCl 5M. La solution a ete filtree 
(0.22^m) avant d'etre reparties a raison de 5ml en flacons steriles de 10ml. La stabilite 
des echantillons a ete evaluee sur une duree de 4 mois. La moitie des echantillons a ete 

25 gardee a 4°C (i 2°C) pendant que les autres echantillons sont maintenus a la 
temperature du laboratoire : 25°C (± 5°C). A des temps determines les echantillons sont 
preleves du lieu de stockage et equilibres 1 heure a temperature ambiante avant 
l'analyse. Les methodes analytiques sont detailles, les resultats etant presentes sous 
forme de deux tableaux. 

30 

1) Verification de Thomogeneite de la solution colloidale: Sans agiter la suspension, on 
effectue trois prelevements de 100 nl de fa9on a representer Tetat de la solution en haut, 
au milieu et en bas du flacon. L'indice de refraction de chaque prelevement est mesure 
a 25°C sur un refractometre d'Abbe etalonne par rapport a l'eau pure. Trois lectures 
35 sont realises pour chaque prelevement et Ton compare les trois moyennes. Toute 
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variation de concentration de la solution se traduirait par une difference de l'indice de 
refraction. 

2) Mesure du diametre hydrodynamique: Un prelevement de 100 \i\ de la solution a 
5 analyser est dilue 120 fois par une solution de NaCl 0.1 5M et le Dh des particules 

colloidales est mesure selon le protocole Md. 

3) Mesure de la viscosite: Les mesures sont realisees sur des prelevements de 0.75 ml a 
l'aide d'un rheometre AR1000 (TA instruments) equipe d'une geometrie Cone/Plan 

10 (cone 4 cm/2°C) a une temperature de 20.0°C +/-0.1°C (regulation par effet Pelletier). 
La courbe viscosite en fonction du gradient de cisaillement est enregistree pour des 
gradients variant de 1 a 100 s\ A ces concentrations les solutions sont legerement 
rheofluidifiantes et la valeur de viscosite retenue est prise pour un gradient de 10 s" 1 . 

15 Les resultats obtenus apres vieillissement a 4°C et 25°C sont rassembles dans les 
tableau I et II. 



Tableau I - Vieillissement a 4°C 





To 


Tl 


T2 


T3 


T4 


T5 


nombre de jours en vieillissement 


0 


9 


28 


59 


92 


127 


homogeneite 
(indice) 


prelevement 1 cm 


1.3443 


1.3442 


1.3447 


1.3438 


1.3440 


1.3443 


prelevement 1.5 cm 


1.3442 


1.3442 


1.3446 


1.3439 


1.3439 


1.3440 


prelevement 2 cm 


1.3443 


1.3442 


1 .3448 


1.3439 


1.3440 


1.3440 


diametre hydrodynamique (nm) 


45 


45 


44 


43 


44 


44 


viscosite (mPa.s) 


246 


246 


250 


250 


262 


250 


Tableau II - Vieillissement a 25°C 




To 


Tl 


T2 


T3 


T4 


T5 


nombre de jours en vieillissement 


0 


9 


28 


59 


92 


127 


homogeneite 
(indice) 


prelevement 1 cm 


1.3443 




1.3448 


1.3441 


1 .3440 


1.3442 


prelevement 1.5 cm 


1.3442 




1.3448 


1.3441 


1.3440 


1.3442 


prelevement 2 cm 


1.3443 




1.3447 


1.3441 


1.3440 


1.3442 ! 


diametre hydrodynamique (nm) 


45 




44 


44 


45 


46 


viscosite (mPa.s) 


246 




246 


250 


284 


240 
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EXEMPLE 9- Test de Liberation d'insuline chez I'animal apres administration 
d'une Suspension de Particules contenant de l'lnsuline 

Une formulation est preparer a partir de PV (de l'exemple 3) et d'insuline, les quantite 
5 de chaque etant determinees d'apres les mesures de taux dissociation (Ma). 

Une groupe de 4 chiens beagle (males et femelles) pesant entre 10 et 12 kg sont mis a 
jeun 18 heures. Une preparation est formulee et se compose de 80 Ul d'insuline t 56 mg 
de PV dans 1 ml de tampon PBS. Les chiens re<?oivent ensuite une administration sous- 
cutanee de cette preparation d'insuline a raison de 2 Ul/kg de poids. Le sang preleve 

10 pour un dosage du glucose et d'insuline avant (-2h, -lh et Oh) et apres (lh, 2h, 4h, 6h, 
12h, 16h, 20h, 24h, 28h ? 32h, 36h, 40h, 44h, 48h) l'injection. Les concentrations en 
glucose sont mesurees dans les prelevements par la methode glucose-oxydase et 
Tinsuline serique est dosee en utilisant une methode radio-immunologique. La Fig. 3 
donne la moyenne de revolution du glucose pour cette formulation. La fig. 4 donne la 

1 5 moyenne de revolution de Tinsuline serique pour cette formulation. 

Cet exemple montre, au travers de l'activite biologique, la non denaturation de la 
proteine ainsi que la possibility de prolonger la liberation de > 24h, deux aspects 
avantageux de la presente invention. 
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REVINDICATIONS : 

1 - Suspension colloidale de particules submicroniques susceptibles d'etre 
utilisees, notamment pour la vectorisation de principe(s) actif(s) (PA), ces particules 
5 etant des arrangements supramoleculaires individualises : 

• a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a enchainements ot- 
peptidiques et comprenant au moins deux types differents d'aminoacides recurrents 
AAI hydrophiles et AAO neutres hydrophobes, les aminoacides de chaque type 
etant identiques ou differents entre eux, 
10 • et aptes a s'associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, au moins un PA 
et a liberer celui-ci, notamment in vivo, de maniere prolongee et/ou retardee, 
caracterisee : 

o en ce que le ou les AAI est(sont) choisi(s) parmi des aminoacides a chaine 

laterale ionisable, les aminoacides naturels Glu et Asp sous forme 
1 5 carboxylique et/ou sous forme de sels etant particulierement preferes, 

o en ce que le ou est AAO est(sont) choisi(s) dans le groupe comprenant les 

aminoacides neutres naturels, de preference ceux appartenant au sous- 

groupe comportant : Leu, He, Val, Ala, Pro, Phe ; 
o en ce qu'elle est stable a pH compris entre 4 et 13 en Pabsence de 
20 tensioactif(s), 

o par un taux de chargement Ta avec l'insuline, exprime en % de masse 

d'insuline associee par rapport a la masse et mesure selon un mode 

operatoire Ma, Ta etant tel que : 

A 7 < Ta, 

25 A de preference, 8 < Ta < 50, 

A et, plus preferentiellement encore, 10 < Ta < 30, 
o et par un diametre hydrodynamique moyen Dh exprime en nm et mesure 

selon un mode operatoire Md, Dh etant tel que : 

A lOnm <Dh<150nm, 
30 A de preference, 20 nm < Dh < 100 nm. 
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2 - Suspension selon la revindication 1, caracterisee en ce que les particules 
submicroniques ne tirent pas leur cohesion de la presence des trois composes suivants : 

- I) huile 

- II) phase aqueuse 

5 - III) et au moins un copolyaminoacide lineaire non reticule synthetique et 
comportant au moins deux types differents de comonomere aminoacide AAI 
hydrophile et AAO hydrophobe. 

3 - Suspension selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les PAA 
10 constitutifs des particules sont des PAA « blocs » pour lesquels le rapport molaire 

A\0(AAI+AAO), exprime en %, est tel que : 

A 10% < AAO/(AAI+AAO) < 70 %, 

A de preference, 20 % < AAO/(AAl+AAO) < 60 %, 
et pour lesquels le degre de polymerisation DP de la chaine est compris entre 30 et 600, 
15 de preference entre 50 et 1 00 et, plus preferentiellement encore, entre 60 et 150. 

4 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que les PAA constitutifs des particules sont des PAA « diblocs ». 

20 5 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 

qu'elle est aqueuse et stable. 

6 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
que les particules comprennent au moins un principe actif PA. 

25 

7 - Solide pulverulent, caracterise en ce qu'il est obtenu a partir de la suspension 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 6. 



8 - Precede de preparation du solide pulverulent selon la revendication 7, 
30 caracterisee en ce que : 
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1) on realise une copolymerisation de monomeres formes par des anhydrides de 
N-CarboxyAminoacides (NCA) d'au moins deux types differents, d'une part, 
des NCA-pAAI («pAAI » designant des precurseurs d'AAI) et d'autre part, 
des NCA-AAO, en presence : 

5 - d'au moins un solvant polaire non aromatique, de preference choisi dans le 

groupe comprenant: la N-MethylPyrrolidone (NMP), le 
DiMethylFormamide (DMF), le DiMethylsulfOxyde (DMSO), le 
DiMethylAcetamide (DMAc), la pyrrolidone ; la NMP etant plus 
particulierement preferee ; 
10 - et eventuellement d'au moins un co-solvant selectionne parmi les solvants 

aprotiques (de preference le dioxanne-1,4) et/ou les solvants protiques (de 
preference la pyrrolidone) et/ou l'eau et/ou les alcools, le methanol etant 
particulierement prefere ; 

2) On transforme les motifs recurrents pAAI du copolymere obtenu a 1'etape 1 
15 en motifs recurrents AAI en mettant en ceuvre une hydrolyse - de preference 

acide - pour laquelle on met en presence le copolymere obtenu a 1'etape 1 
avec une phase aqueuse d'hydrolyse acide + eau ; 

3) on neutralise le milieu reactionnel ; 

4) eventuellement on dialyse le milieu reactionnel pour purifier la suspension 
20 aqueuse de particules structures ; 

5) eventuellement on concentre cette suspension de Petape 4 ; 

6) on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide pulverulent comprenant 
les particules. 

25 9 - Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que, a Tissue de Tetape 1, 

on precipite - de preference dans Teau - le copolymere poly (AAO)(pAAI) obtenu et 
on recueille le precipite. 

10 - Procede de preparation de la suspension selon Tune quelconque des 
30 revindications 1 a 6, caracterise en ce que Ton met en presence d'un milieu aqueux non 
solvant des AAO, le solide pulverulent selon la revendication 7 et/ou le solide 
pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 8. 



WO 01/37809 



PCT7FR00/02831 



29 

11 - Procede de preparation de la suspension selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 1 ? 2, 3, 4 et 
eventuellement 5 du procede selon la revendication 8. 

5 12 - Procede de preparation de la suspension selon la revendication 6, caracterise 

en ce que l'on effectue l'association de PA aux panicules, par mise en presence d ? une 
phase liquide contenant le PA avec la suspension colloi'dale de particules. 

13 - Procede de preparation de la suspension selon la revendication 6, caracterise 
10 en ce que Ton effectue r association du PA aux particules par mise en presence d'un 

PA a I'etat solide avec la suspension colloi'dale de particules. 

14 - Procede de preparation de la suspension selon la revendication 6, caracterise 
en ce que Ton met en presence le solide pulverulent selon la revendication 7 et /ou le 

15 solide pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 8, avec une phase 
liquide contenant le PA. 

15 - Procede de preparation de la suspension selon la revendication 6, caracterise 
en ce que Ton met en presence le solide pulverulent selon la revendication 7 et/ou le 

20 solide pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 8, avec le PA sous 
forme solide et en ce que Ton disperse ce melange de solides dans une phase liquide. de 
preference une solution aqueuse. 

16 - Produits intermedi aires du procede selon la revendication 8 ou 9 ? caracterises 
25 en ce qu'ils sont consumes par des copolymers PAA precurseurs de panicules. 

17 - Suspension selon la revendication 6 et/ou obtenue par le procede selon Tune 
quelconque des revendications 12 a 15 et/ou solide pulverulent selon la revendication 7 
comprenant un moins un principe actif choisi, de preference, parmi : 

30 o les vaccins, 

o les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus preferentiellement 
retenus sont : les hemoglobines, les cytochromes, les albumines. les 
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interferons, les antigenes, les anticorps, rerythropoietine, l'insuline, les 
hormones de croissance, les facteurs VIE et IX, les interleukines ou leurs 
melanges, les facteurs stimulants de l'hematopoiese, 
o les polysaccharides, l'heparine etant plus particulierement selectionnee, 
5 o les acides nucleiques et , preferablement, les oligonucleotides d'ARN et/ou 

d'ADN, 

o des molecules non peptido-proteiques appartenant a diverses classes de 
chimiotherapie anti-cancereuses et, en particulier, les anthracyc lines et les 
taxoides, 
10 o et leurs melanges. 

18 - Suspension selon la revendication 6 et/ou suspension obtenue par le procede 
selon Tune quelconque des revendications 12 a 15, et/ou solide pulverulent selon la 
revendication 7, comprenant au moins un principe actif nutritionnel, phytosanitaire ou 

15 cosmetique. 

19 - Specialite pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou cosmetique, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension et/ou du solide pulverulent selon la 
revendication 17 ou 18. 
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